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($7) . Anotace : 

Roztok je tvofen 0,05 az 0,1 M fosfatov^m 
pufrem o pH 7,0 az 7,2a obsahuje 1 az 
3 % hmot. hovSziho s^roveho albuminu, 0,05 
at 0,1 % hmot. neionogennlho detergentu ty- 
pu polyoxyethylensorbitanmonolauratu, 1,8 
az 18 % hmot. glukozy, 1 az 10 % hmot. gly- 
cerolu a 0,005 % hmot. azidu sodneho nebo 
thimerosalu, pri6emz zbytek tvori fosfatovy 
pufr a vzajemny hmotnostni pomer hov6ziho 
s^roveho albuminu a glycerolu 6ini 1 az 
3 : 1 az 10. 
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Vyn&lez se tyka roztoku na potlaceni nespecif ickych reakci 
pri provadeni imunoanalyzy, coz ma velky v^znam y diagnostics 
nekterych infekcnich onemocneni. 

V soucasne dobe se provadi diagnostika infekcnich onemocne- 
ni, zejmena imunoenzymatickymi testy, tzv. ELISA, pri kterych se 
stanovuje pfitomnost protilatek proti infekcnimu agens ve vyse- 
tfovanem seru nebo naopak se stanovuje pfitomnost infekcniho 
agens ve vysetfovanem mater ialu. Na tomto principu je take zalo- 
zena diagnostika nyni nejzavaznejsiho onemocneni syndromu ziskane 
imunitni nedostatecnosti - AIDS. 

V klasicke podobe se vyuziva tento test na prixkaz protilatek 
proti viru HIV- ELISA desticky jsou pokryty antigenem, t j ♦ hud 
inaktivovanym virem HIV, nebo peptidy pfipravenymi bud genovou 
manipulaci, a nebo zcela synteticky. Pri provadeni vlastniho tes- 
tu se do jamek ELISA desticky odmeruje urcity objem vhodne fede- 
neho sera, K fedeni se obvykle pouziva fosfatovy pufr o pH = 7,0 
obsahujici 1 az 2 % hmot. hoveziho serov^ho albuminu a 0,05 az 
0,1 % hmot. neionogenniho detergentu. Po inkubaci a promyti je do 
jamek odpipetovan vhodne nafedeny roztok konjugatu zvifeciho 
protilidskeho gama globulinu s vhodnym enzymem, obvykle s kfeno- 
vou peroxidazou, a po inkubaci a promyti je barevna reakce ziska- 
na inkubaci s vhodnym chromogenem. 

K nespecif ickym reakcim, ktere vedou ke zvyseni hodnot poza- 
di, a tim ke ztr&te rozliseni anebo k falesne pozitivnim vysled- 
kum u negativnich ser, muze dochazet z nejruznej§ich pficin 
- napfiklad nezablokovanim povrchu jamky ELISA desticSky* Proto se 
do fediciho roztoku na serum pridava indiferentni bilkovina, 
obvykle hovezi serov^ albumin nebo zelatina. Tyto latky se v&zou 
na volny povrch ELISA desticky, blokuji ho a tim odstranuji, res- 
pektive potlacuji nespecif ity vlastni imunochemicke reakce. 

Nespecif icka vazba muze byt ale zapficinena i jinymi efekty, 
zejmena hydrofobnimi interakcemi. Tento efekt je zvlaste vyrazny 
u ELISA souprav 3.generace, pri kterych se pouziva k potahovani 
ELISA desticek jako antigen synteticky oligopeptid. 

Naproti ELISA destickam, ktere vyuziva ji prirozenou bilkovi- 
nu jako material k potahovani jamek ELISA desticek, je u ELISA 
souprav 2.generace, pouziva jicich rekombinantni polypeptid, 
a zejmena u souprav ELISA 3.generace, ktere pouziva ji synteticke 
oligopeptidy, zvysena plosna hustota potazeni povrchu desticky 
antigenem. Vzhledem k tomu, ze pouzivane synteticke oligopeptidy 
predstavuji sekvence o poctu obvykle 10 az 20 aminokyselin s pre- 
ference urcitych aminokyselin, vysoce se zvysuje moSnost hydro- 
fobnich interakci s komponentami vysetfovan6ho sera. Tato situace 
nenastava pri pouziti pfirozersych bilkovin, protoze tarn vetsinou 
az na male v^jimky jsou vsechny aminokyseliny v priimeru stejne 
zastoupeny. Vysoka plofind hustota potazeni desticky antigenem ma 
za nasledek jednak zvySeni rychlosti vazby protilatky ve vysetfo- 
vanem vzorku, coz vede ke sni2eni inkubacni doby, a tim zrychleni 
provedeni vlastniho vySetfeni, ale i zvfseni pravdepodobnosti 
vyskytu hydrofobnich interakci, ktere se potom vysledne jevi jako 
zvySend pozadi, popfipade ztrata rozliseni anebo nesoulad namefe- 
nych hodnot u vicekr&t opakovan^ch rozboru vzorku. 
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Pfi soucasne pouzivanem postupu a roztocich je tedy zejmena 
u imunochemickych souprav vyuzivajicich synteticke peptidy nebez- 
peel vyskytu falesnych vysledku vlivem hydrof obnich interakcx-, 

Uvedene nevyhody odstranuje roztok na potlaceni nespecific- 
kych reakci pfi iiaunoanalyze na bazi neutralnxho fosfatoveho puf - 
ru, neionogenniho detergentu a indiferentnx bilkoviny podle vyna- 
lezu, jehoz podstata spociva v torn, ze roztok tvofeny 0,05 az 
0,1 M fosfatovym pufrem o pH 7,0 az 7,2 obsahuje hmot. 1 az 3 % 
hoveziho seroveho albuminu, 0,05 az 0,1 % neionogenniho detergen- 
tu typu polyoxyethylensorbitanmonolauratu, 1,8 az 18 % glukozy, 
1 az 10 % glycerolu a 0,005 % azidu sodneho nebo thimerosalu, 
pficem2 zbytek tvofi fosfatovy pufr a vzajemny hmotnostni pomer 
hoveziho seroveho albuminu a glycerolu cinx 1 az 3 : 1 az 10. 

Roztokem podle vynalezu jsou tyto hydrof obni interakce 
potlaceny, aniz by doslo ke snizeni citlivosti vlastnx imunoche- 
micke reakce. K fedeni vy§etfovaneho vzorku se pouzivaji latky, 
potlacujxcx hydrof obni interakce, ale neinterf erujici s provede- 
nxm vysetfeni. 

Pfi vlastnxm provadenx vysetfeni ELISA testem se serum fedi 
1 : 10 az 1 : 100, obvykle 1 : 20. Pfi fedeni 1 : 20 je inkubacni 

doba 15 minut pfi 18 °C az 37 °C. Postup a fedici roztok je mozne 
pouzxt i pfi vysetfovanx pfxtomnosti protilatek v seru imunizova- 
nych zvxfat, obvykle kralxku. V tomto pfxpade lze fedit na 
pf. 1 : 100 az 1 : 10 000 pfi inkubacni dobe 15 az 20 minut a te- 

plote 18 °C az 37 °C. Jako neionogennx detergent je mozne pouzxt 
s.vyhodou polyoxyalkylensorbitanvi vyssxch mastnych kyselin. 

Pouzitx roztoku podle vynalezu na fedeni vzorku je mozne 
i u dalsich imunochemickych testu, jako jsou testy membranove 
nebo aglutinacnx, kde jxm lze vhodne nafedit vysetfovany biolo- 
gicky material. Dale jej lze pouzxt i u imunochemickych souprav 
nebo testu, vyuzivajicich pfirozenou bxlkovinu anebo bxlkovinu 
zxskanou rekombinantnx technologix. 

Nasledujici pfxklady provedenx roztok podle vynalezu pouze 
dokladaji, ale nikterak neomezujx. 

Pfiklad 1, 

ELISA desticka by la potazena syntetickym peptidem, odvozenym 
z primarni struktury viru HIV1. Jako pozitivni vzorek bylo pouzi- 
to serum kralika, ktery byl timto peptidem imunizovan. Jako kon- 
trolnx serum bylo pouzito s6rum, odebrane kralxkovi pfed imuniza- 
cx. Imunizace byla provadSna podle cs. autorskeho osvedcenx 
c. 272 395, Na jedne casti desticky byla pouzita sera, fedena 
bezne pouzivanym fedicim roztokem, ktery je tvofen 0,9 % roztokem 
chloridu sodneho, pufrovaneho fosfatovym pufrem 0,1 M na pH 7,0 
az 7,2 a obsahujicxm hmot/ 3 % hoveziho seroveho albuminu a 0,1 % 
neionogenniho detergentu polyoxyethylsorbitanmonolauratu. Na dru- 
he 6asti desticky bylo serum fedeno roztokem, ktery je pfedmetem 
vynalezu a ve kterem byl pou2it tentyz detergent* Inkubace byla 

provadena 20 minut pfi 37 °c, nasledovalo 4x promytx, inkubace 
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s konjugatem praseciho protikralicxho gama globulinu s kfenovou 
peroxidazou fedenou 1:5 000 po dobu 15 minut pfi 37 °c, op£t 4x 
promytx, inkubace s chromogenem o-f enylendiaminem 5 min. . Po 
zastaveni reakce 0,5 M kyselinou sxrovou byla odectena absorbance 
pfi.490nm na ELISA fotometru Dynatech a od ni odectena hodnota 

Sl^P.hn V7nrVn i TrkrwaA-f Trustor* -f to aKpn^^Mnn n-ZA Cin^ T7 ^.^ 

1. jsou zachyceny ziskane vysledky, ziskane mefenim 11 kralicich 
ser. Je videt, ze doslo k potlaceni nespecificke reaktivity. 

Pfiklad 2 

ELISA desticka byla potazena syntetickym peptidem, ktery byl 
odvozen z povrchoveho glykoproteinu gp41 viru HIV1. Vysetfovana 
sera byla prokazatelne pozitivni na pfxtqmnost protilatek proti 
viru HIV1 v ELISA testu Wellcome a ye Western blotu DuPont. Sera 
byla pfedfedena roztokem podle vynalezu mimo desticku v pomeru 
1 : 20 a byla pipetovana vzdy do 4 jamek, aby bylo mozno prokazat 
reprodukovatelnost stanoveni. Jako kontrolni sera byla pouzita 
kontrolni sera pozitivni a negativni z komercni soupravy Wellco- 
me. Tato sera byla take pfedfedena 1 : 20 fedicim roztokem podle 
pfedmetu vynalezu, ktery obsahoval stejny detergent jako v pfi- 
kladu 1. Inkubace probxhala 15 minut pfi teplote laboratofe, t j • 

18 °C az 20 °C, potom byla desticka 4x promyta, nasledovala inku- 
bace 15 min. pfi teplote laboratofe s konjugatem praseciho proti- 
lidskeho gama globulinu s kfenovou peroxidazou fedenou 1 :10 000. 
Potom nasledovalo 4x promyti a vyvolani barevne reakce s chromo- 
genem tetramethylbenzidinem 5 minut. Po zastaveni reakce IN kyse- 
linou sxrovou byla odectena absorbance pfi 450nm za stejnych pod- 
minek jako v pfikladu 1. Vysledky jsou zachyceny na tabulce 2. Je 
videt dobra shoda mezi namSfenymi hodnotami u ctvefice tehoz 
vzorku a soucasne i dobra citlivost. 
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Tabulka 1. 

Zavislost absorbance sera na fedicim roztoku 



Serum 


A 490 


A 490 + 


IxvJil tlT<J in X 




u , UJ o 




\J f X / & 






0,146 


0,027 








Kontrolni 


0,139 


0,002 


o • £ 


n i r\L 

\J , Jl\J *» 


\J , wXU 




0 101 

w , X U X 


0 008 




0,117 


0,007 


i\on u jto xn l 


U , X / Z 


U , U4o 


c . 3 


0 , 207 


/\ rt A ft 

0 , 040 




ft T vt j* 

0 , 144 


ft ft A 1 

0 , 041 


Kontrolni 


0,045 


0,043 


c. 4 


0,112 


0,047 




0,125 


0 ,047 


Kontrolni 


0,032 


0 ,005 


c. 5 


0,030 


0,005 


: — : : 

Pozitivm 


0/756 


ft ICC 

0 , 455 


c. 6 


1,063 


0,468 




1,144 


0 , 495 




0,932 


0 , 517 




Pozitivni 


0,742 


1 , 576 


c. 7 


OVER 


1,874 




OVER 


1,838 




OVER 


1,729 


Pozitivni 


0,751 


0,390 


c. 8 


0,844 


0,410 




0,723 


0,414 


Pozitivni 


1,191 


0,321 


c. 9 


1,008 


0,327 




1,072 


0,295 




1,068 


0,351 


Kontrolni 


0,145 


0 , 054 


c. 10 


0,129 


0,053 




0,196 


0,064 


Pozitivni 


OVER 


1,219 


c. 11 


OVER 


1,362 



Poznamka 



A^gg^je hodnota absor- 
bance pfi 490 nm 
bez pouziti fediciho 
roztoku 

A 49 Q+je hodnota absor- 
bance pfi 490 nm 
s pouzitim fediciho 
roztoku 

OVER znaci hodnotu ab- 
sorbance vetsi nez 2 
Serum kontrolni-serum 
kralika, odebrane pfed 
imunizaci antigenem 
nebo serum kralika, 
imunizovaneho jinym 
antigenem • 

Pozitivni serum-serum 
kralika po imunizaci 
antigenem 
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Tabulka 2. 

Schema desticky s vysledky testu ELISA 





1 2 


3 4 


5 6 


7 8 


9 10 


11 12 


A 
0 


Slop* 0.710 

k p 

0.610 0.070 


1.184 1.100 
29 

1.109 1.167 


1.059 1.051 
34 

1.096 1.079 


0.815 0.759 
30 

0,755 0.784 


0.889 0.915 
31 

0.869 0.896 


1.032 1 # 008 
32 

1.046 1.021 


C 
0 


0*003 1,013 
33 

0,972 0.944 


1.067 1.070 
35 

1.086 1.109 


1.023 1.030 
36 

1.061 1.087 


0.860 0.827 
38 

0.849 0.871 


0.984 0.991 
37 

0.982 0.965 


0.868 0.890 
34 

0.878 0.851 


E 
F 


0.798 0.911 
40 

0.800 0,862 


L.061 1.040 
41 

1.068 1.041 


1.024 1.054 
42 

0.9S5 1,006 


0.067 0,738 
43 

0.938 0.958 


0.912 0.970 
44 

0.964 0.996 


1.076 1.050 
45 

1.033 0.939 


G 
H 


0,355 0.806 
46 

0.806 0.856 


0,934 0.955 
47 

0.989 0.359 


0,991 0.889 
48 

0.919 0.896 


0.043 0.033 
h 

0.057 0.036 


0.161 0.160 
«2 

0.159 0.144 


0.144 0,100 
\ 

0.126 0.132 



Desticka ELISA c. 251, potazena syntetickym peptidem z glykopro- 
teinu gp 41 

Desetinna cisla udavaji hodnotu absorbance pfi 450 nm 
Pozitivni lidska sera znacena 29 az 48 
N l' N 2 " ne g a<t ivni lidska sera 

K p/ K n - serum pozitivni a serum negativni ze soupravy Wellcome 
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Pfiklad 3. 

V tomto pfiklade byl cely postup provaden stejne, jako v pfikladu 
1, az na to, ze inkubace probihala pfi teplote laboratofe 18 °C 

oleat. Dosazene vysledky byly shodne s vysledky, dosazenymi podle 
postupu, jak je uveden v pfikladu 1. 



Pfiklad 4. 

V tomto pfiklade byl cely postup provaden stejnS jako v pfikladu 
2, az na to, ze misto desticek ELISA byly pouzity prouzky ELISA, 
ktere byly pokryty peptidy, odvozenymi z jaderneho proteinu p24 
viru HIV1 a HIV2 a z obaloveho glykoproteinu viru HIV1 gp4l. 

Inkubace byla provadena pfi 37 °C a jako chromogen byl pouzit 
o-f enylendiaiain . Dosazene vysledky jsou uvedeny na tabulce 3. 



Tabulka 3. 



Schema prouzku a vysledky testu ELISA 





1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 




A 


0.00 


0-02 


0.19 


0.18 


0.13 


0.14 


0.14 


0.17 


N 


B 


1.71 


1.67 


1.62 


1.62 


1.73 


1.59 


1.26 


1.18 




C 


0.47 


0.45 


0.51 


0.57 


0.49 


0.47 


0.58 


0.52 


i 


D 


0.70 


0.61 


0.70 


0.70 


0.56 


0.59 


0.65 


0.58 


2 


E 


0.37 


0.40 


0.31 


0.32 


0.34 


0.29 


0.40 


0.51 


3 


F 


0.30 


0.40 


0.32 


0.30 


0.30 


0.33 


0.35 


0.32 


4 


G 


0.77 


0.76 


0.78 


0.68 


0.71 


0.73 


0.78 


0.71 


5 


H 


0.56 


0.54 


0.51 


0.52 


0.52 


0.50 


0.50 


0.59 


6 



Desetinna cxsla udavaji hodnotu absorbance pfi 490nm. 
N- negativni lidske serum 

K p - pozitivni kontrolni serum ze soupravy Wellcome 

Vysetfovana sera znacena 1 az 6 

Prouzky 1,2 - peptid z bilkoviny p24 viru HIV1 

Prouzky 3,4 - peptid z bilkoviny p24 viru HIV2 

Prouzky 5,6 - peptid z bilkoviny gp41 viru HIV1 

Prouzky 7,8 - peptid z jine oblasti bilkoviny gp41 viru HIV1 
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PATENT 0 V E NAROKY 

Roztok na potlaceni nespecif ickych reakci pfi imunoanalyze na ba- 
zi neutralniho fosfatoveho pufru, neionogenniho detergentu, indi- 
ferentni bilkoviny. glukozy a glycerolu, \™znacujici se tim, zs. 
roztok tvofeny 0,005 az 0,1 M fosfatovym pufrem o pH 7,0 az 7,2 
obsahuje hmotnostne 1 az 3 % hov6ziho seroveho albuminu, 0,05 az 
0,1 % neionogenniho detergentu typu polyoxyethylensorbitanmono- 
lauratu, 1,8 az 18 % glukozy, 1,8 az 18 % glukozy,! az 10 % gly- 
cerolu a 0,005 % azidu sodneho nebo thimerosaln, pri cemz zbytek 
tvofi fosfatov^ pufr a vzajemny hmotnostni pomer hovezlho serove- 
ho albuminu a glycerolu cinx 1 az 3 : 1 ai 10. 



Konec dokumentu 
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